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列をもとに、海洋性中心目珪藻 Thalassiosira pseudonana の Pi 輸送体候補遺伝子を探索した。そ
の結果、T. pseudonana のゲノム上には哺乳類の SLC34、SLC20、及び酵母の Pho84 ファミリーと
相同性を示す 8 個の遺伝子が発見され、中でも TpSLC34-2 は Pi 欠乏条件で大幅に誘導され、転
写産物量が最も高い遺伝子であることから、主要な Pi 輸送体であることが示唆された。本研究
では海洋性中心目珪藻 T. pseudonana において TpSLC34-2 の Pi 取り込みへの寄与を明らかにす
るために、TpSLC34-2 のノックダウン、およびノックアウト株の作出とその解析を行った。 
 
【実験方法】TpSLC34-2 の機能解析を行うために、RNAi および Cas9 Nickase (D10A) を用いた
発現抑制株の作製を試みた。標的遺伝子を条件特異的にノックダウン、ノックアウトするために、
RNA 干渉を誘導する２本鎖 RNA と Cas9 Nickase を硝酸塩存在下で発現させるコンストラクト
をそれぞれ作成し、野生型 T. pseudonana に導入した。形質転換後、それぞれの形質転換体につ
いて高 Pi および RNAi や Cas9 Nickase を誘導しないアンモニア塩存在下で、抗生物質
Nourseothricin による一次選抜を行い、RNAi 候補株に関しては、ゲノム PCR による二次選抜を
行った。得られた変異株は、硝酸を N 源とした高 Pi 環境 (200 μM) 及び Pi 飢餓環境 (0 μM) に
順化させ、Pi 取り込み活性を測定することで評価した。Pi 取り込み活性は、100 μM の Pi を含む
培地に細胞を懸濁し、培地中の Pi の減少速度をマラカイトグリーン法で測定した。RNAi 株につ




【実験結果と考察】TpSLC34-2 RNAi 候補株の Pi 取り込み活性を測定した結果、RNAi 候補株
#138 の取り込み活性は、Pi 飢餓環境下にて野生型細胞と比較して約 1/3 まで低下していた。し
かし、定量的 RT-PCR により TpSLC34-2 の転写産物量を解析した結果、#138 株の転写レベルは
野生型細胞と同程度であり、比較的安定していた。この結果から、RNAi による抑制効果は転写
後レベルで作用している可能性が考えられた。TpSLC34-2 の Cas9 Nickase によるノックアウト




た。得られた変異株 2 株のリン酸取り込み活性を測定した結果、野生型と比較して 1/10～1/20 に
低下していたが、生育速度においては顕著な差は見られなかった。ノックアウト株においてリン
酸取り込み活性が顕著に減少していたことから、TpSLC34-2 が T. pseudonana の主要なリン酸輸
送体として機能していることが強く示唆された。 
 
